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Priloga A: Koncentracija spor v inokulumu, ki smo ga uporabili za nacepljanje  
      monokultur in mešanic na agarsko površino. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CFU   kolonijska enota (ang. colony-forming unit)  
CM   gojišče za kompetenco (ang. competence medium)  
Da  Dalton – enota atomske mase 
dH2O   destilirana voda  
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
EYFP   okrepljeni rumeni fluorescentni protein 
GFP   zeleni fluorescentni protein (ang. green fluorescent protein)  
LB   Luria Bertani  
OD   optična gostota (ang. optical density)  
mCherry   različica rdečega fluorescentnega proteina (ang. red fluorescent protein)  
mKate2  različica rdečega fluorescentnega proteina (ang. red fluorescent protein)  
mStrawberry različica rdečega fluorescentnega proteina (ang. red fluorescent protein)  
SD   standardna deviacija 
YFP   rumeni fluorescentni protein (ang. yellow fluorescent protein)  
w.t.   divji tip (ang. wild type)  
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1   UVOD 
 
Bakterija Bacillus subtilis je aerobna, po Gramu pozitivna bakterija, ki spada v deblo 
Firmicutes. Bakterija igra pomembno vlogo v okolju, medicini, kot tudi v industriji in je 
modelni Gram pozitivni organizem. V začetkih je bila bakterija raziskovalcem zanimiva, ker 
so z njo uspešno izvajali naravno transformacijo z linearno DNA, kar je omogočalo genetske 
analize mikroorganizma (Anagnostopoulos in Spizizen, 1961).  
 
Bakterijo najdemo v zgornjih plasteh tal, v vodi, prisotna je tudi v človekovem prebavnem 
traktu kot komenzal. Nekateri predstavniki te vrste so pomembni v industriji zaradi 
proizvajanja določenih antibiotikov in encimov (na primer amilaz in proteaz). Ena od 
pomembnih lastnosti bakterije je tudi rojenje. Rojenje je koordinirano gibanje običkanih 
bakterij po gojišču z nižjo vsebnostjo agarja. Bakterijam olajša kolonizacijo različnih 
površin, npr. rastlinskih korenin, s čimer lahko kompetitivno preprečijo kolonizacijo rastline 
z drugimi, patogenimi mikroorganizmi in tako delujejo kot biološko aktivni agensi (Ongena 
in sod., 2007; Durrett in sod., 2013).  
 
Študije so pokazale veliko raznolikost med sevi znotraj vrste B. subtilis. Pred leti sta Štefanič 
in Mandić-Mulec (2009) izolirali seve B. subtilis iz dveh mikroagregatov velikosti 1 cm3 z 
nabrežja reke Save in jih razvrstili v komunikacijske skupine oziroma ferotipe ter jih 
filogenetsko opredelili na osnovi analize sekvenc dveh genov, rpoB in gyrA. 
 
V tej magistrski nalogi smo izbrali nekaj sevov B. subtilis, izoliranih z nabrežja reke Save v 
Sloveniji. Najpogosteje smo uporabljali sev PS-216, ki je naravno kompetenten, je sposoben 
rojenja in tvori robusten biofilm (Durett in sod., 2013). Poleg seva PS-216 smo pri 
magistrskem delu uporabili tudi seva B. subtilis PS-18 in PS-68, ki sta glede na članek 
Štefanič in sod. (2015) s sevom PS-216 `kin` ter PS-209 in PS-218, ki nista `kin` s sevom 
PS-216.  
 
O rojenju kot obliki gibanja so prvič poročali  leta 1885 pri vrstah iz rodu Proteus 
(Hauser,1885). V laboratorijih z zaprtimi sistemi so na podlagi raziskav, kjer so opazovali 
gibanje bakterij po površini agarja, ugotovili, da je rojenje razširjeno med običkanimi 
bakterijami (Harshey, 2003; Harsley in Partridge, 2015). Roječe bakterije lahko, odvisno od 
vrste in sestave medija, tvorijo najrazličnejše oblike, od velikih brezobličnih do razvejanih 
dendritičnih vzorcev, ki so lahko posledica parametrov okolja (Borriss in sod., 2018).  
 
Bakterije B. subtilis izločajo surfaktante - amfifilne molekule, ki zmanjšajo površinsko 
napetost med površino in bakterijsko celico in olajšajo bakteriji gibanje po površini. Pri 
visoki celični gostoti bakterije B. subtilis sistem za zaznavanje gostote celic ComQXPA 
sproži odziv, ki vključuje aktivacijo genetske kompetence za transformacijo in sintezo 
surfaktina (Špacapan in sod., 2018).  
Grabar R. Tekmovanje med sevi bakterije Bacillus subtilis za kolonizacijo površine.  




Sposobnost medsebojnega prepoznavanja celic mikroorganizmom omogoča, da gradijo 
socialne interakcije, te pa omogočajo funkcije, ki presegajo sposobnosti posameznika. S 
prepoznavanjem ‘kin’ celic (spoznavanje drugega organizma kot sebi sorodnega) ali 
diskriminacije `nonkin` celic (spoznavanje drugega organizma kot manj sorodnega ali 
nesorodnega) lahko posamezne bakterije pomagajo sorodnim bakterijam, usklajujejo 
skupinske aktivnosti ali pa ignorirajo in celo škodujejo nesorodnim vrstam (Strassmann in 
sod., 2011). Sorodstveno diskriminacijo so odkrili pri rojenju različnih izolatov bakterije B. 
subtilis po poltrdnih agarnih ploščah, kjer so med roji manj sorodnih bakterij opazili mejne 
linije (Štefanič in sod., 2015). 
 
Na podlagi predhodnih raziskav nas je v tem magistrskem delu zanimalo, ali mešanice 
‘nonkin’ (manj sorodnih) sevov B. subtilis, ki jih nacepimo v eno točko poltrdne agarske 
plošče za rojenje, lahko skupaj rojijo po plošči in skupaj zasedejo površino ali med njimi 
prihaja do kompeticije oz. izključevanja.  
 
Štefanič in sod. (2015) so ugotovili, da mora biti vsaj 99,5 % podobnosti v hišnih genih, da 
se dva seva prepoznata kot `kin`. Se pa sorodstvena diskriminacija pri bakteriji Bacillus 
subtilis razlikuje od sistemov drugih bakterij po tem, da tukaj sistem temelji predvsem na 
izključevanju `nonkin` sevov in ne na združevanju s 'kin' sevi (Lyons in sod., 2017). 
 
 
1.1   NAMEN IN HIPOTEZI 
 
Namen magistrskega dela je bil: 
o priprava fluorescentno označenih sevov za detekcijo ‘kin’ in ‘nonkin’ odnosov, 
o preveriti, kako vpliva kompatibilnost sevov na  tekmovanje za površino in njeno 
zasedanje,  




o Mešanica ‘kin’ sevov bo sposobna medsebojnega sodelovanja in tvorbe skupnega 
roja, medtem ko bo v mešanci ‘nonkin’ sevov prišlo do kompeticije med sevi in 
medsebojnega izključevanja pri zasedanju površine.  
o Okvara v genu comQ bo zmanjšala uspešnost pri tekmovanju za kolonizacijo 
površine.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNO O BAKTERIJI Bacillus subtilis 
 
Bakterija, katere prvotno ime Vibrio subtilis iz leta 1835 je bilo preimenovano leta 1872 v 
Bacillus subtilis, je ena prvih dobro raziskanih bakterij, še posebej na področju celičnega 
razvoja in diferenciacije. Bacillus subtilis ima en krožni kromosom. Celotna velikost DNK 
je 4.2 Mbp (TIGR CMR). 4.100 genov kodira beljakovine. 192 od 4.100 genov je nujnih za 
delovanje celice in za še dodatnih 79 predvidevajo, da so nujni. Večina esencialnih genov je 
vključenih v metabolizem celice. Polovica teh genov je odgovorna za obdelavo informacij, 
ena petina jih je odgovorna za sintezo celične stene, obliko in delitev celice, ena desetina pa 
je odgovorna za celično energijo. Veliko število genov celice Bacillus subtilis je odgovornih 
za sintezo antibiotikov (Kunst in sod., 1997). 
 
Bacillus subtilis so paličaste, Gram-pozitivne bakterije, ki jih v naravi najdemo v tleh in 
rastlinah. Rastejo v mezofilnem temperaturnem območju, optimalna temperatura je 25 - 35 
°C. V takem okolju so pogoste stresne razmere za celico, zato je Bacillus subtilis razvil niz 
strategij, ki omogočajo preživetje v teh težkih razmerah (Kunst in sod., 1997). Dolga leta so 
predvidevali, da je B. subtilis obligatni aerob. Raziskave na koncu 20. stoletja so potrdile, da 
je bakterija poleg aerobne rasti sposobna preživeti in rasti tudi v anaerobnem okolju (Kunst 
in sod., 1997). 
 
V stanju stradanja B. subtilis neha rasti in se začne posluževati preživitvenih strategij. 
Sposobnost adaptacije na stresne dejavnike iz okolja celice bakterije B. subtilis uravnavajo 
z mehanizmom medcelične komunikacije. Takšen odziv vključuje indukcijo rojenja, 
kemotakso in produkcijo makromolekulskih hidrolaz (proteaz in karbohidraz) ter 
antibiotikov. Ključnega pomena pri tem mehanizmu je zaznavanje celične gostote ali 
quorum sensing (Kunst in sod., 1997). 
 
Če ti odzivi spodletijo in celica ni sposobna ponovno zagnati celične rasti, začne proces 
tvorbe endospor. Te endospore so odporne na kemične agense, sevanje in izsušitev. 
Sporulacija povzroči motnjo normalnega celičnega cikla in diferenciacijo materinske celice 
v dve celici različnih tipov, pri čemer ima vsaka celica celotno kopijo kromosomov 
(Errington, 1993). 
 
Kulture B. subtilis so bile popularne pred uvedbo antibiotikov kot imunostimulacijska 
sredstva za pomoč pri zdravljenju bolezni prebavil in sečil po vsem svetu. Ljudje so jih 
uporabljali že v 50. letih prejšnjega stoletja kot alternativno zdravilo, ki je po presnovi znatno 
spodbudilo imunsko aktivnost širokega spektra, vključno z aktiviranjem izločanja 
specifičnih protiteles IgM, IgG in IgA (Ciprandi in sod., 1986) in sproščanjem CpG 
dinukleotidov, ki inducirajo INF A/Y, ki proizvajajo levkocite in citokine, pomembne pri 
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razvoju citotoksičnosti proti tumorskim celicam (Shylakhovenko, 2003). Od 1960 naprej so 
B. subtilis kot preskusno vrsto uporabljali tudi pri vesoljskih eksperimentih. Ugotovili so, da 
bakterijske endospore lahko preživijo do 6 let v vesolju, če jih prevlečejo s prašnimi delci, 
ki jih ščitijo pred UV žarki (Horneck in sod., 2010). 
 
 
2.2  SISTEM ZA ZAZNAVANJE GOSTOTE IN KOMPETENCA PRI BAKTERIJI 
Bacillus subtilis 
 
Pojem kompetenca je definirano kot genetsko programirano fiziološko stanje, ki omogoča 
uspešen privzem visokomolekularne DNK iz okolja in vodi h genetski transformaciji. Je 
eden izmed procesov, ki v stacionarni fazi bakteriji olajšuje prilagajanje na neugodne pogoje 
in povečuje možnost preživetja bakterij na različne načine: 
 DNK kot hrana za celico, 
 vnos novih genetskih informacij v celico, 
 vnos DNK v celico kot matrico za popravilo DNK poškodb (Dubnau, 1991).  
 
Bakterija B. subtilis  sproži proces kompetence zaradi večih različnih dejavnikov. Sprožimo 
jo lahko tudi z uporabo minimalnega medija z glukozo, solmi in aminokislinami = 
kompetenčno gojišče (Dubnau, 1991). Kompetenca nastopi na prehodu iz eksponentne v 
stacionarno fazo in je maksimalna dve uri po prehodu v stacionarno fazo (T2). Zanimivo je, 
da je le 10 % celic v kulturi kompetentnih, saj so kompetentne celice metabolno in 
morfološko različne (Turgay in sod., 1998). V nasprotju je pri bakteriji S. pneumoniae za 
pojav kompetenca v eksponentni fazi rasti kriv protein z molekulsko maso 10,000 Da. Ko 
protein doseže kritično vrednost v kulturi, sproži kompetenco v vseh celicah kulture 
(Dubnau, 1991). 
 
Kompetenca omogoča celicam pridobitev novih genskih informacij. To po eni strani poveča 
sposobnost preživetja bakterije, po drugi strani pa obstaja nevarnost inaktivacije genov ali 
tvorbo tujih toksičnih produktov.   
 
B. subtilis zaznava celično gostoto s komunikacijskimi sistemi, ki vključujejo peptidne 
feromone in membransko vezane histidinske kinaze s kompleksnimi topologijami 
(Lazazzera in sod., 1997). Sistem za kompetenco je zapisan na lokusu comQXPA. 
ComQXPA regulira ekspresijo okoli 200 različnih genov. Ta sistem zaznavanja kvoruma 
sestavljajo štirje proteini: ComQ (izoprenil transferaza), ComX (signalni peptid), ComP 
(histidin kinaza) in ComA (odzivni regulator) (Bacon Schneider in sod., 2002). Med sevi B. 
subtilis je izjemno visoka raznolikost v zaporedju lokusa comQXP' (Tortosa in sod., 2001). 
Ta raznolikost pa se ne pojavlja le znotraj vrste, temveč tudi širše, znotraj debla Firmicutes 
(Dogša in sod., 2014). Raznolikost so opazili na nivoju aminokislinskega zaporedja ComX 
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in na nivoju sprememb na triptofanskem ostanku, ki je lahko različnih dolžin (Ansaldi in 
sod., 2002).  
 
Protein ComQ v povprečju meri 299 aminokislin, sama lokalizacija proteina pa v celici še 
ni točno znana. V nekaterih podatkovnih zbirkah domen spada zaporedje comQ med eno-
domenske encime. Ta podatek nakazuje, da naj bi se protein nahajal v citoplazmi, vendar v 
tem primeru ni jasno, kako se potem modificiran protein ComX izloči iz celice. V drugem 
viru ga raziskovalci navajajo kot membransko vezan encim (Weinrauch in sod., 1991). 
Raziskave kažejo, da sta za sintezo aktivnega signalnega peptida ComX dovolj samo gena 
comQ in comX (Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002).  
 
Raziskovalci so ugotovili, da je kopičenje ComX v supernatantu kulture B. subtilis povezano 
s celično rastjo. V nasprotju z mnogimi acil homoserin laktonskimi signalnimi sistemi Gram 
negativnih bakterij, produkcija ComX pri Gram pozitivnih bakterijah ni avtoinducirana. 
Odkrili so, da v primerjavi z gostoto celic divjega tipa prekomerno izražanje genov comQ in 
comX ali gena comQ samega zadostuje za sprožitev kvorum-odzivnih genov (sfrA) pri 
znižani celični gostoti (Bacon Schneider in sod., 2002). Sevi, ki prekomerno izražajo comX 
proizvajajo več feromona ComX kot celice divjega tipa, kar kaže, da je comX običajno 
limitni faktor za proizvodnjo ComX (Bacon Schneider in sod., 2002). 
 
 
2.3    PREMIKANJE CELIC Bacillus subtilis 
 
Znano je, kako bakterija regulira rotacijo bičkov pri plavanju v tekočinah. Mnogo manj je 
znanega o tem, kako bakterija preusmeri svoje bičke za gibanje, ki mu pravimo rojenje. 
Plavanje v tekočinah in rojenje na površini sta dva načina premikanja, ki sta značilna za 
bakterijo B. subtilis. Plavajoče bakterije s pomočjo kemotakse iščejo hranila in se izogibajo 
toksičnemu okolju. Nasprotno roječe bakterije zavirajo kemotakso in s skupinskim 
gibanjem, zaščitene z masnim efektom, raziskujejo nove niše. V naravi se to multicelularno 
obnašanje lahko vidi kot teritorialno ekspanzijo, ki pogosto vodi v tvorbo sesilnega biofilma. 
V laboratorijskih pogojih, odvisno od vrste in sestave medija, lahko roječe bakterije tvorijo 
najrazličnejše oblike rojev, od velikih brezobličnih do razvejanih dendritičnih vzorcev, ki so 
lahko posledica parametrov okolja (Borriss in sod., 2018). 
 
Rojenje, kot način premikanja, najdemo v domeni bakterij v treh bakterijskih družinah. 
Število roječih bakterijskih vrst je skoraj zagotovo podcenjeno, ker je ta način gibanja v 
laboratorijskih gojiščih inhibiran (Kearns, 2010). Sposobnost rojenja je pomembna strategija 
v okolju z majhno vsebnostjo hranil, kot so tla in rizosfera, kjer mikrobi tekmujejo za 
rastlinske eksudate kot virom hrane (Whipps in sod., 2001). Rojenje je pomembno tudi pri 
tvorjenju biofilma in pri kolonizaciji rastlinskih korenin (Whipps in sod., 2001). Kin 
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diskriminacija lahko znotraj takih rojev poveča sodelovanje med sorodnimi celicami, s čimer 
je preprečen vdor kompetitivnih ali antagonističnih bakterij.  
 
Rojenje omogoča mikrobni skupnosti koordinirano translokacijo po poltrdi površini s 
hitrostjo od 2 do 10 mm/h. Celica za potrebe rojenja izloča surfaktante - amfifilne molekule, 
ki zmanjšajo površinsko napetost med površino in bakterijsko celico in olajšajo bakteriji 
gibanje po površini. Surfaktant, odkrit pri bakteriji B. subtilis, so raziskovalci poimenovali 
surfaktin. Tvorjenje surfaktina je pogojeno z zaznavanjem kvoruma (Marahiel in sod., 1993). 
Bakterije ga izločajo v skupno okolico, ko zaznajo veliko celično gostoto.  
 
Ob prenosu celic B. subtilis iz tekočega na trdno gojišče opazimo pojav lag faze pred 
začetkom rojenja. Lag fazi se lahko izognemo z naceljenjem aktivno se roječih celic na sveže 
gojišče (Kacena in sod., 1999). Lag faza se zmanjša tudi v primeru, če dodamo nasičeno 
raztopino čistega surfaktanta na plošče pred inokulacijo. Lag fazo tako lahko skrajšamo na 
različne načine: 
 z višanjem gostote celic,  
 če prenesemo inokulum z visoko celično gostoto iz trdnega gojišča, 
 če umetno sprožimo hiper-običkanost (Kacena in sod., 1999). 
 
Pri bakteriji B. subtilis so ugotovili, da je gen epsE v operonu tisti, ki je potreben za 
biosintezno tvorbo matriksa biofilma, hkrati pa tudi inhibitor rojenja. EpsE blokira rotacijo 
bička na podoben način kot deluje sklopka, z izklopom motorja za pridobivanje energije. 
Taka sklopka je preprosta, hitra in potencialno reverzibilna oblika nadzora gibljivosti (Blair 
in sod., 2008).  
 
Za rojenje bakterija Bacillus subtilis poveča število svojih bičkov (Kearns in Losick, 2003). 
Raven SwrA (glavni regulator biosinteze bičkov) se poviša na račun mehanizma, ki s 
pomočjo Lon proteaze upočasni razgradnjo SwrA. Mutacija gena lon povzroči 
hiperobičkanost celice v tekočini in ukine lag fazo pri rojenju. Poleg SwrA je za povečano 
število bičkov pri bakteriji B. subtilis odgovoren tudi dvokomponentni regulatorni sistem 
DegS/DegU. Raziskovalci domnevajo, da aktivacija DegS kinaze s površinskim kontaktom 
vodi do generacije DegU-P, ki formira kompleks s SwrA. SwrA se odcepi od Lon, kar vodi 
v sintezo bičkov (Harshey in sod., 2015).  
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Slika 1: Shematski prikaz bakterijskega bička (povzeto po Harshey in sod., 2015). 
 
Na sliki 1 je primer tipičnega bička. Dvosmerna vrtljiva enota je sestavljena iz 
citoplazemskega obroča C, sestavljenega iz treh proteinov (FliG, FliM, FliN), obroča MS z 
notranjo membrano, periplazmatske palice, zunanje kljuke in dolgih spiralnih filamentov. 
Proteini filamentov kljuke in palice se izločajo preko sistema za izločanje tipa III (T3S) na 
dnu MS obroča. Statorji MotAB se naključno vstavijo in potujejo v membrani, dokler ne 
naletijo na bazalne obroče MS-C. Tam se priključijo na ionski kanal, kar sproži ionski tok, 
ki omogoča vrtenje bička. FliL sodeluje s statorji in rotorjem za modulacijo hitrosti motorja 
in usmerjenost bička (Harshey in sod., 2015).  
Slika 2: Shematski prikaz modelov za zaznavanje površine. Na sliki A je prikazan flagelarni motor kot 
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Na sliki 2 sta prikazana modela za zaznavanje površine: 
(a): Flagelarni motor kot senzor. Rotor predstavlja velik črni krog. Ionski prevodni statorji 
so vijolično-zelene barve in neprevodni  pa sive. Pogonski motor je (+), blokiran motor pa 
(-). Raziskovalci predlagajo, da ko se vklopi motorni sekvester, ta inaktivira regulator 
(modro), ki se sprosti, ko se motor ustavi. Stanje (-) se lahko doseže tudi v odsotnosti 
statorjev ali rotorja (ni prikazano). Regulator bi lahko alternativno vezal in aktiviral z 
zaustavljenim motorjem, vendar bi ta model zahteval, da je rotor prisoten pri odzivu. 
(b): Celični ovoj kot senzor. Stik s trdno površino zazna zunanja membrana / beljakovina 
celične stene. Na primer pri P. mirabilis (levo) je v senzorno pot vpleten RcsF. Raziskovalci 
predlagajo, da se ob površinskem stiku RcsF sprosti v periplazmo, kjer neposredno ali 
posredno preko proteinov Umo ali IgaA aktivira fosfatazno aktivnost RcsC kinaze. Ta 
preusmeri tok fosfata (~P) v defosforilate in inaktivira RscB~P, represor biosinteze bičkov 
(pikčaste črte kažejo, da je normalna fosforilacijska reakcija utišana). RcsA je pomožni 
transkripcijski regulator v Gram-negativnih bakterijah, ki tvori kompleks z RscB~P. Pri 
bakteriji B. subtilis (desno) topni sistem signalizacije DegS/DegU zazna dogodke na 
vmesniku rotorja-statorja. Pri odzivu na površinski stik bi lahko ta signalizacijski sistem imel 
enako vlogo, kot je prikazano za sistem Rcs pri P. mirabilis, le da površinski signal aktivira 
aktivnost kinaze DegS. Raziskovalci predlagajo, da je SwrA pomožni regulator DegU~P. 
Sistem DegS/DegU bi se lahko zaustavil s pogonskim motorjem, kot pri (a). Površinske 
signale sprejema bodisi preko bička bodisi z neodvisno potjo (Harshey in sod., 2015). 
 
 
2.4 SOCIALNO OBNAŠANJE BAKTERIJ 
 
Bakterija je bila tradicionalno vedno predstavljena kot enocelični organizem, ki kot 
samostojen organizem živi v planktonskem okolju. V zadnjem času se je ta pogled začel 
spreminjati glede na zavedanje, da bakterije lahko tvorijo večcelične agregate, npr. biofilme, 
ki izločajo zunajcelični matriks (Kearns, 2010).  
 
Zaznavanje celične gostote pri bakterijskih celicah so prvič opisali v 70. letih prejšnjega 
stoletja pri po Gramu negativni bakteriji Vibrio fischeri, ki ob visoki celični gostoti sproži 
bioluminiscenco (Nealson in Markovitz, 1970).  
 
Bioluminiscenca je pri bakteriji V. fischeri posledica encimske reakcije, ki jo katalizira 
encim luciferaza, sinteza katerega je uravnavana na nivoju operona lux. Pojem avtoindukcija 
je bil v preteklosti velikokrat predmet nesporazuma, ker so ga velikokrat pomešali z 
avtoregulacijo, zato se je izraz zaznavanje kvoruma hitro prijel v znanstvenih krogih in 
uspešno obdržal do danes (Turovskiy in sod., 2007).  
 
Zaznavanje kvoruma mikroorganizmom omogoča socialne interakcije, ki imajo ključno 
vlogo pri skupinskem vedenju, ki presega sposobnosti posameznika. Socialne interakcije so 
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najmočnejše, ko individualne celice živijo ena poleg druge v skupini, kar za mnoge mikrobe 
predstavlja ravno biofilm (Kearns, 2010). Bakterije imajo običajno vključene genske 
determinante, ki jim zagotavljajo receptorje na celični površini ali izločajo signalne spojine 
za identifikacijo sosednjih celic na molekularni ravni, ki posledično omogočajo medsebojno 
sodelovanje celic.  
 
Socialne interakcije poleg ustreznih genotipov zahtevajo za prepoznavanje celica-celica tudi 
združljive fenotipe, ki se spreminjajo glede na značilnosti v okolju ali izpostavljenost 
stohastičnim procesom, ki vodijo v heterogenost in potencialno disharmonijo znotraj 
populacije (Troselj in sod., 2018). 
 
S prepoznavanjem ‘kin’ celic ali diskriminacijo 'nonkin' celic lahko posamezne bakterije 
pomagajo sorodnim bakterijam, usklajujejo skupinsko aktivnost ali pa ignorirajo in celo 
škodujejo nesorodnim vrstam (Strassmann in sod., 2011). Raziskovalci dolgo niso vedeli, 
kako ‘kin’ diskriminacija deluje. Šele v nedavnih študijah so s pomočjo genetskih, 
transkriptomskih in bioinformacijskih analiz začeli raziskovati, kako bakterija B. subtilis 
prepozna ‘kin’ oziroma ‘nonkin’ seve. Rezultati raziskav so pokazali, da so v prepoznavanje 
vključene številne molekule, ki spreminjajo celično površino, tvorijo protimikrobne 
produkte ter se na njih odzivajo (Lyons in sod., 2016). 
 
Osnova kooperativnega vedenja je sinteza skupnih dobrin, za kar je potreben energijski 
vložek (West in sod., 2007). Kooperativno vedenje je občutljivo na izkoriščevalske bakterije 
(goljufe). Te ne prispevajo v skupno dobro, imajo pa korist od zunajceličnih dobrin. 
Goljufanje mikroorganizmov so dokazali na nivoju medceličnega signaliziranja pri bakteriji 
Pseudomonas aeruginosa (Diggle in sod., 2007) in na primeru izločanja sideroforov (Griffin 
in sod., 2004). Pomembno vprašanje raziskovalcev socialne evolucije bakterij je, kako se 
kljub goljufivim celicam kooperacija kot oblika vedenja ohranja. Ena od teorij je, da lahko 
posamezen sev bakterije, kljub temu da bližnjemu sorodniku nesebično pomaga pri 
njegovem razmnoževanju, svoje gene posredno prenaša v naslednjo generacijo in s tem 
indirektno vzdržuje oziroma lahko celo povečuje svoj fitnes (Diggle in sod., 2007). 
 
Pojem sorodstvena diskriminacija tako v splošnem zajema različno obravnavanje 
posameznih sevov iste bakterijske vrste glede na njihovo sorodnost. To prepoznavanje 
omogoča, da lahko bakterije razlikujejo njim bolj sorodne seve od manj sorodnih, pri čemer 
dajejo prednost povezovanju in kooperaciji s sorodnimi sevi (Hamilton, 1964). 
   
Leta 2015 so pri bakteriji B. subtilis zaznali pojav mejne linije med dvema rojema sevov pri 
frontalnem srečanju. Ugotovili so, da je pojavnost mejne linije pogostejša med sevi z nižjo 
filogenetsko sorodnostjo. Obratno velja pri združitvi frontalnih rojev, kjer sta oba roječa seva 
visoko filogenetsko sorodna (Štefanič in sod., 2015). Podoben fenomen so v preteklosti 
opazili tudi pri dveh drugih bakterijah: bakteriji Proteus mirabilis (Dienes in Klemm, 1946) 
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in bakteriji Myxococcus xanthus (Vos in Velicer, 2009). Mejne linije niso vedno enake 
stopnje. Na primer pri bakteriji B. subtilis - ko pogosto uporabljeni sev NCIB 3610 sreča 
divji sev FENS 2-3-5,  nastane meja, ki je širša in bolj neprozorna od meje med NCIB 3610 
in drugim divjim izolatom, CO39 (Lyons in sod., 2016).  
 
Zdi se, da ima vsak organizem svoj edinstven sistem, kako na molekularnem nivoju prepozna 
sebi enakega sorodnika, vendar vsi spadajo v dve kategoriji. Najpogostejši sistem so 
polimorfni zunajcelični receptorji, ki jih najdemo na primer pri Dictyostelium discoideum 
(Benabentos in sod, 2009; Queller in sod., 2003), Saccharomyces cerevisiae (Smukalla in 
sod., 2008) in M. xanthus (Pathak in sod., 2013). Ti sistemi uporabljajo samo 
transmembranske proteine, ki sodelujejo z ustreznim proteinom enakega zaporedja na 
sosednji celici. Drugačen sistem najdemo pri bakteriji P. mirabilis, ki uporablja sistem za 
izločanje "tipa VI"  (T6SS) za injiciranje efektorskih proteinov v kontaktno celico (Alteri in 
sod., 2013; Wenren in sod., 2013). Lyons in sod. (2016) navajajo, da so pri bakteriji B. 
subtilis pri ‘kin’ identifikacijskem sistemu vključeni kontaktno-odvisni inhibitorni proteini, 
to so množično izločena protimikrobna sredstva, molekule celične površine in mobilni 
elementi - na primer fagi. Ti številni dejavniki zagotavljajo, da nesorodne celice ne morejo 
sodelovati v večceličnem kontekstu. 
 
Ločevanje sebi enakih od drugačnih premikajočih se celic znotraj roja je bilo pred leti dobro 
preučeno pri bakteriji P. mirabilis. Ta Gram negativna patogena bakterija, ki povzroča 
težave v urinarnem traktu, tvori na agarni plošči združitev rojev s sebi genetsko identičnimi 
bakterijami, medtem ko pride pri bližnjem kontaktu z genetsko drugačnimi do nastanka 
vidne mejne linije. Meja pri P. mirabilis je posledica uničenja celic (Alteri in sod., 2013; 
Budding in sod., 2009). Lyons in sod. (2016) so zato testirali, ali je na meji med roji B. subtilis 
tudi večje število mrtvih celic, če se srečata ‘nonkin’ seva. Celice so bile zbrane iz mejne 
regije med dvema ‘nonkin’ sevoma in obarvane z barvilom. To barvilo membrana ne 
prepušča (propidijev jodid), kar omogoča obarvanje celic s kompromitirano membrano. 
Rezultat je pokazal povečano število obarvanih mrtvih celic na linijah, kjer so se srečali 
‘nonkin’ sevi, kot pri srečanju ‘kin’ sevov (Lyons in sod., 2016). 
 
 
2.5 UPORABA FLUORESCENTNIH PROTEINOV 
 
Pojav, pri katerem molekula absorbira določene valovne dolžine in posledično ob prehodu 
v osnovno stanje emitira svetlobo druge, višje valovne dolžine, imenujemo fotoluminiscenca 
(Nič in sod., 2009). Le to delimo na fosforescenco in fluorescenco. Kadar emisija svetlobe 
poteka daljši časovni interval po izpostavitvi ekscitacijski svetlobi, imenujemo ta pojav 
fosforescenca. Če pa emisija svetlobe poteka samo med izpostavitvijo ekscitacijski svetlobi, 
se ta pojav imenuje fluorescenca (Lakowicz, 2006). 
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V zadnjih letih se je uporaba fluorescence v bioloških raziskavah znatno povečala in se kot 
pomembna metoda uporablja tudi v biotehnologiji, genetski analizi, medicinski diagnostiki, 
forenziki, … Dobra lastnost pri detektiranju fluorescence je visoka občutljivost, ker 
fluorescenčni signal načeloma nima ozadja (Lakowicz, 2006). 
 
Flurescentni proteini so hitro se razvijajoče orodje v znanstvenih raziskavah. Protein GFP 
(ang. Green Fluorescent Protein) meduze Aequorea victoria je prvi član družine 
fluroescentnih proteinov, ki so ga izolirali iz bioluminiscentnih morskih živali pred več kot 
dvema desetletjema (Chalfie in sod., 1994). Od takrat naprej je bilo narejenih ogromno 
število derivatov originalnih fluorescentnih proteinov, ki nam omogočajo boljšo intenziteto, 
fotostabilnost in pH desenzibilnost (Shaner in sod., 2007).   
 
Fluorescentne proteine lahko gensko kombiniramo s celičnimi proteini. Posledično lahko 
vsaka hčerinska celica izraža fluorescentni protein, kar nam omogoča relativno enostavno 
sledenje posameznim  znotrajceličnim komponentam ali celo skupkom celic (Chudakov in 
sod., 2005).  
 
Rumene fluorescentne proteine so izvorno pridobili iz morskega organizma Aequorea 
victoria in so mutanti zelenega fluorescentnega proteina (GFP) (Shaner in sod., 2005). 
Nadaljnjo razvijanje YFP je pripeljalo do razvoja EYFP (okrepljenega rumenega 
fluorescentnega proteina), ki je eden od najsvetlejših in najbolj uporabljenih fluorescentnih 
proteinov (Shaner in sod., 2007). Protein EYFP je bolj občutljiv na fotobeljenje in na 
kloridne ione kot zelen fluorescentni protein.  
 
Prve rdeče fluorescentne proteine so odkrili pred več kot dvajsetimi leti. Večino rdečih 
fluorescentnih proteinov so pridobili iz korale Discosoma sp. (Shaner in sod., 2005). Nadalje 
so jih optimizirali s kloniranjem in tako biotehnološko razvili široko paleto rdečih 
fluorescentnih proteinov, ki delujejo kot monomerne fluorescentne sonde za optično 
mikroskopijo. Med takimi sta tudi proteina mCherry in mStrawberry. mCherry je v 
primerjavi z mStrawberry bolj fotostabilen, zato je njegova uporaba bolj razširjena (Shaner 
in sod., 2005). Pred leti so oblikovali tudi rdeč fluorescentni protein s širokim premikom 
fluorescentnih emisij, med katere sodi fluorescentni protein mKate (Shaner in sod., 2007). 
Njegova fotostabilnost je izjemna, njegova svetlost pa podobna tisti pri mCherry (Shaner in 
sod., 2007). Ta monomeren protein je primeren za lokacijske eksperimente pri organizmih 
(Shaner in sod., 2007). Nadaljne mutacije so vodile v razvoj novega fluorescentnega proteina 
mKate2, ki ima v primerjavi z mKate še povečano svetlost in fotostabilnost (Piatkevich in 
sod., 2010).   
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Bakterijski sevi in njihove lastnosti, uporabljeni v magistrski nalogi, so prikazani v 
Preglednicah 1, 2 in 3. 
 
Preglednica 1: Naravni izolati bakterije B. subtilis 
 
OZNAKA SEVA GENOTIP VIR 
PS-18 wt. B. subtilis Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
PS-68 wt. B. subtilis Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
PS-209 wt. B. subtilis Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
PS-216 wt. B. subtilis Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
PS-218 wt. B. subtilis Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
 
 
Preglednica 2: S fluorescentnimi proteini označeni sevi bakterije B. subtilis 
 
OZNAKA SEVA GENOTIP VIR 
PS-216 YFP BM1090 amyE::Phyperclo3-YFP (Sp) Štampar, 2016 
PS-216 mKate2 BM1097 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) Štefanič in sod., 2015 
PS-218 YFP BM1125 amyE::Phyperclo3-YFP (Sp) Štampar, 2016 
PS-218 mKate2 BM1098 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) Štefanič in sod., 2015 
PS-18 mKate2 BM1449 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) To delo 
PS-68 mKate2 BM1451amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) To delo 
PS-209 mKate2 BM1095 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) To delo 
 
 
Preglednica 3: ComQ sevi bakterije B. subtilis 
 
OZNAKA SEVA GENOTIP VIR 
PS-216 comQ YFP BM1108 comQ::kan  (Kn) 
amyE::Phyperclo3-YFP (Sp) 
To delo 
PS-216 comQ mKate2 BM1107 comQ::kan  (Kn) 
amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) 
To delo 
BD 2876 168 tester BM1154 comQ::kan (Kn) 
his leu met srfA-lacZ (Tc)   
Tortosa in sod., 2001 
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Gojišče Luria-Bertani (LB) 
Tripton………………………………………………… 10 g 
NaCl…………………………………………………... 5 g 
Kvasni ekstrat………………………………………… 5 g 
dH2O………………………………………………….. do 1000 ml 
(agar)………………………………………………….. 15 g 
Pripravljeno gojišče avtoklaviramo pri 121 °C. Po avtoklaviranju gojišče ohladimo na 50 
°C in dodamo antibiotike. 
 
Gojišče B-medij 
Tris-HCl………………………………………………… 7,88 g 
(NH4)2SO4......................................................................... 1,982 g 
MgSO4 x 7H2O…………………………………………. 1,972 g 
KCl……………………………………………………... 2,013 g 
Na-citrat x 2H2O……………………………………….. 2,059 g 
dH2O……………………………………………………. do 1000 ml 
  MERJANJE pH NA 7,5   
Raztopina CaCl2 x 2H2O (200 mM)……………………. 10 ml 
Raztopina FeSO4 x 7H2O (10 mM)…………………….. 0,1 ml 
Raztopina MnSO4 x 1H2O (100 mM)…………………... 0,1 ml 
Na-glutamat…………………………………………….. 0,842 g 
Triptofan………………………………………………… 0,159 g 
Lizin…………………………………………………….. 0,126 g 
Glukoza…………………………………………………. 2 g 
Raztopina KH2PO4 (600 mM)…………………………... 1 ml 
Agar……………………………………………………... 7 g 
Pripravljeno gojišče avtoklaviramo pri 110 °C. 
 
Kompetenčno gojišče 
Glukoza (50-odstotna)…………………………………… 5 ml 
Kvasni ekstrakt (10-odstoten)…………………………… 5 ml 
Kazeinski hidrolizat (2-odstoten)………………………... 5ml 
MgCl2 (1 M)……………………………………………... 1,25 ml 
1 x SS brez MG………………………………………….. do 500 ml 
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Pripravljeno gojišče avtoklaviramo. Po avtoklaviranju sterilno dodamo avtoklavirano 
raztopino 1 x SS brez Mg. Antibiotike damo v že avtoklavirano gojišče. 
Raztopina 1 x SS brez Mg (končni pH =7): 
KH2PO4…………...……………………………………… 6 g 
K2HPO4…………………………………………………... 14 g 
(NH4)2SO4………………………………………………... 2 g 
Na-citrat x 2H2O…………………………………………. 1 g 
H2O………………………………………………………. do 1000 ml 
 
Sporulacijsko gojišče 
Nutrient broth……………………………………………… 1,6 g 
KCl………………………………………………………… 0,2 g 
dH2O………………………………………………………. 100 ml 
Gojišče avtoklaviramo na 121 °C. Po avtoklaviranju gojišču sterilno dodamo založne 
raztopine. 
MgSO4 x 7H2O (1 M)……………………………………... 100 µl 
Ca(NO3)2 x 4H2O (1 M)…………………………………… 100 µl 
FeSO4 x 7H2O (1 mM)……………………………………. 100 µl 
MnCl2 (0,1 M)……………………………………………... 10 µl 
Glukoza (1 M)……………………………………………... 285 µl 






NaCl……………………………………………………….. 9 g 
dH2O………………………………………………………. 1000 ml 
 
Avtoklaviramo pri 121°C.  
 
Raztopina glukoze (50%) - (w/v) 
Glukoza…………………………………………………….. 50 g 
dH2O……………………………………………………….. dolijemo do 100 ml 
 
Avtoklaviramo pri 110 °C.  
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Tris-HCl (pH 7,6)…………………………………………… 10 mM 
EDTA……………………………………………………….. 1 mM 





Antibiotike pripravimo v koncentracijah, kot so navedene v Preglednici 4. Raztopine 
antibiotikov, pri katerih kot topilo uporabljamo destilirano vodo, filtriramo skozi sterilni 
filter (0,22 μm) in razdelimo v sterilne epice. Pripravljene antibiotike shranimo pri 
temperaturi -20 °C .  
 
Uspešnost pripravljenih antibiotikov preverimo z nacepljanjem negativne kontrole (sev, ki 
nima gena z zapisom za odpornost proti antibiotiku) na trdno gojišče LB z dodanim 
antibiotikom. Antibiotike ustrezne koncentracije dodajamo v ohlajena (50 °C), a še tekoča 
avtoklavirana gojišča. 
 
Preglednica 4: Podatki o uporabljenih antibiotikih 
 





Kloramfenikol Cm 10 mg/ml 5 µg/ml -20 °C Etanol 
Spektomicin Sp 100 mg/ml 100 µg/ml -20 °C Destilirana voda 
 
 
3.1.5 Kemikalije in reagenti 
 
Pri magistrski nalogi smo uporabili naslednje kemikalije in reagente (proizvajalec je naveden 
v oklepaju): 
o (NH4)2SO4 (Merck (Nemčija)), 
o 70% etanol (Merck (Nemčija)), 
o 96% etanol  (Merck (Nemčija)), 
o agar (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o CaCl2 (Sigma-Aldrich (ZDA), 
o Ca(NO3)2 x 4H2O (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o D-glukoza (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o fenol (Kemika), 
o FeSO4 x 7H2O (Merck (Nemčija)), 
o glicerol (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o HCl (Merck (Nemčija)) 
o izoamilalkohol (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
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o K2HPO4 (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o kanamicin (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o kazeinski hidrolizat BD (DIfco (ZDA)), 
o KCl (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o KH2PO4 (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o kloroform (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o kvasni ekstrakt (Biolife (Italija)), 
o LB agar (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o LB broth (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o lizocim (50 mg/ml) (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o levcin  (Merck (Nemčija)), 
o MgSO4 x 7H2O (Merck (Nemčija)), 
o MnSO4 (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o Na-citrat x 2H2O (Merck (Nemčija)), 
o NaCl (Riedel-de Haën (Danska)), 
o Na-glutamat (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o Nutrient broth (Biolife (Italija)), 
o Proteinaza K (20 mg/ml) (MBI Fermentas (Litva)), 
o saharoza (Merck (Nemčija)), 
o spektinomicin (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o triptofan (Sigma-Aldrich (ZDA)), 
o Tris HCl (Sigma-Aldrich (ZDA)). 
 
 
3.1.6 Laboratorijska oprema 
 
Pri magistrski nalogi smo uporabili naslednje kemikalije in reagente (proizvajalec je naveden 
v oklepaju): 
o avtoklav (A-21) (Kambič (Slovenija)), 
o centrifuge: Centrifuge 5424; miniSpin PLUS; Sigma 3K30 (Eppendorf (Nemčija); 
Eppendorf (Nemčija); Labcare (Velika Britanija)), 
o digestorij (W90) (Waldner (Nemčija)), 
o fluorescentna lupa (Leica, CH9435, tip: DFC425 C (Nemčija)), 
o fotometer (MA 9150) (Iskra (Slovenija)), 
o laminarij (Laminar Flow Cabinet) (ESCO (ZDA)), 
o magnetno mešalo (Rotamix 550 MMH) (Tehnica (Slovenija)), 
o NanoDrop (1000) spektrofotometer (Thermo Scientific (ZDA)), 
o pH meter (inoLab) (WTW (Nemčija)), 
o stresalna kopel (SW 22) (Julabo (Nemčija)), 
o stresalnik (Vibromix 40; V. EV 403; V. EVT 403) (Tehnica (Slovenija)), 
o tehtnica (Mettler PM4600 DeltaRange Balance) (Lab Extreme (ZDA)), 
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o termoblok (Stuart Block Heater SBH130DC) (Bibby Scientific (ZDA)), 





3.2.1 Konstrukcija sevov 
 
Da bi lahko sledili rojenju različnih sevov, smo pripravili seve, ki so označeni z enim od 
fluorescentnih proteinov: rdeč fluorescentni protein (mKate) in rumen fluorescentni protein 
(YFP). Ker se ti fluorescentni proteini izražajo pod konstitutivnim promotorjem (Phyperclo3, 
Phyperspank) predpostavljamo, da se izražajo v celotni populaciji.  
 
3.2.1.1 Izolacija kromomske DNA 
Izolate B. subtilis smo nacepili v tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) in jih inkubirali preko 
noči pri 28 °C. Naslednji dan smo kulturo 100x redčili s svežim gojiščem LB, kateremu smo 
za preprečitev sporulacije dodali glukozo (do končne koncentracije 1%) ter ustrezen 
antibiotik in jih gojili s stresanjem pri 37 °C do pozne eksponentne faze rasti. Fazo rasti smo 
preverjali z merjenjem optične gostote celic.  
 
1,5 ml kulture smo prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 16000 x g. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in ponovno centrifugirali 1,5 ml kulture iz pozne 
eksponentne faze. Tako smo dobili 3 ml kulture, iz katere smo izolirali DNA. Po drugem 
centrifugiranju in odstranitvi supernatanta smo celice resuspendirali v 300 µl TES pufru 
(1/10 volumna, iz katerega izoliramo DNA). Nato smo dodali encim lizocim do končne 
koncentracije 1 mg/ml (dodali smo 6 µl lizocima koncentracije 50 mg/ml) in ribonukleazo 
˝Rnase A˝ do končne koncentracije 60 µl/ml (dodali smo 1 µl ribonukleaze koncentracije 20 
mg/ml). Mikrocentrifugirke smo 30 min inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali SDS 
do 1-odstotne končne koncentracije (dodali smo 33 µl 10% raztopine) in Proteinazo K do 
končne koncentracije 120 µg/ml (dodali smo 2 µl Proteinaze K koncentracije 20 mg/ml) in 
inkubirali preko noči pri 50 °C. Naslednji dan smo v digestoriju dodali 200 µl fenola, nežno 
pretresli suspenzijo in centrifugirali 10 min pri 16000 x g. V naslednjem koraku smo zgornjo 
fazo, ki vsebuje pufer TES in kromosomsko DNA, z odrezanim tipsom za pipeto prenesli v 
novo mikrocentrifugirko. Dodali smo 200 µl mešanice kloroforma in izoamilnega alkohola 
v razmerju 24:1 ter centrifugirali 10 min pri 16000 x g. Zgornjo fazo s kromosomsko DNA 
smo ponovno prenesli v novo mikrocentrifugirko  in ji dodali 2,5 volumna hladnega 96% 
etanola. Z obračanjem mikrocentrifugirke smo pospešili obarjanje DNA. Sledilo je nekaj 
sekundno centrifugiranje pri 16000 x g in odstranjevanje supernatant. Dodali smo 500 µl 
hladnega 70% etanola. Z dvakratnim centrifugiranjem po nekaj sekund pri 16000 x g smo 
odstranili preostali supernatant. Po sušenju ob ognju smo DNA raztopili v 100 µl destilirane 
vode in jo shranili pri 4 °C. 
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3.2.1.2 Transformacija divjih tipov Bacillus subtilis z izolirano DNA 
Naravne izolate B. subtilis smo pri temperaturi 37 °C gojili preko noči v kompetenčnem 
gojišču pri 200 vrt./min. Prekonočno kulturo smo 100-krat redčili v 8 ml svežega 
kompetenčnega gojišča in inkubirali pri 37 °C v erlenmajericah s stranskim vratom v vodni 
kopeli s stresanjem 200 vrt./min. Rast bakterij smo spremljali z merjenjem optične gostote 
v 30 minutnih časovnih intervalih. Dve uri po prehodu rastočih bakterij v stacionarno fazo 
(takrat naj bi bila kompetenca maksimalna) smo v sterilne epruvete prenesli 0,5 ml kulture 
in dodali 5 µl kromosomske DNA. Epruvete smo s stresanjem inkubirali 30 min pri 37 °C. 
Po koncu inkubacije smo dodali 0,5 ml svežega gojišča LB in dodatno inkubirali 60 min. 
Transformacijsko in kontrolno mešanico (kultura brez dodane DNA) smo razmazali na 
agarsko gojišče LB z ustreznim antibiotikom. Za vsako mešanico smo uporabili  tri agarske 
plošče: na prvo smo nacepili 10 µl mešanice, na drugo 100 µl in na tretjo 100 µl 
centrifugirane mešanice. Plošče smo inkubirali preko noči na 37 °C. 
 
 
3.2.2 Priprava spor in določanje števila CFU 
 
Seve B. subtilis smo gojili preko noči v 3 ml gojišča LB pri 200 vrt./min in pri temperaturi 
37 °C. Prekonočno kulturo smo 100-krat redčili v 5 ml sporulacijskega gojišča in inkubirali 
5 dni s stresanjem 200 vrt./min in 37 °C. Po petih dneh smo 3 ml kulture 30 minut kuhali v 
epruvetah pri 80 °C. Po kuhanju smo kulturo 10 minut centrifugirali pri 10000 x g. Po 
centrifugiranju smo supernatant odstranili in dodali 5 ml fiziološke raztopine ter celice 
resuspendirali. Ta postopek smo še dvakrat ponovili. Spore smo nato razdelili v 
mikrocentrifugirke in jih z 10-12 % glicerolom shranili pri temperaturi -20 °C. Število spor 
smo določili s pomočjo metode CFU. Pri tem smo uporabili 2% agarsko gojišče LB z 
ustreznim antibiotikom. Za določanje CFU smo uporabili redčitve 10-5 - 108.   
 
 
3.2.3 Testi rojenja 
 
Ker je pri kompeticiji pomembno, da je začetni inokulum enak, smo pri poskusih uporabili 
spore B. subtilis. S tem smo omogočili lažjo in natančnejšo pripravo mešanic kultur za 
nacepljanje na agarske plošče in s tem povečali ponovljivost poskusov.  
 
Za določanje kompeticije med sevi smo uporabili petrijevke s premerom 70 mm. Po pripravi 
svežega gojišča B z 0,7 % agarjem smo le-tega ohlajenega na 55 °C razlili v petrijevke; v 
vsako po 15 ml gojišča. Agarske plošče smo posušili v laminariju. Iz kultur različnih sevov 
smo pripravili mešanice, v vsaki mešanici sta bili dve `kin` ali `nonkin` kulturi. Po 2 μl 
vzorca mešanic smo nacepili na sredino plošče. Petrijevke smo inkubirali v zaprti plastični 
posodi, v katero smo na dno dali mokro brisačko za ohranjanje vlage, pri 37 °C. Po preteku 
22 ur inkubacije smo nacepljene plošče analizirali in fotografirali. 
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3.2.4 Vizualizacija rojenja sevov s pomočjo lupe 
 
Vzorce smo pregledali pod lupo Leica, CH9435, tip: DFC425 C z vstavljenim 
fluorescentnim filtrom YFP (500nm/535nm) ali mCherry (560nm/630nm) in pri tem 
uporabili računalniški program Las 4. Slike smo posneli pod 8-kratno povečavo obema 
različnima filtroma. Fotografije, posnete pod fluorescentno lupo s programom Las4, smo v 
nadaljevanju uredili s programom ImageJ.  
Grabar R. Tekmovanje med sevi bakterije Bacillus subtilis za kolonizacijo površine.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
20 
4   REZULTATI 
 
4.1 PREVERJANJE USPEŠNOSTI PRIPRAVE FLUORESCENTNO OZNAČENIH 
SEVOV IN TEST ROJENJA 
 
Slika 3: Rojenje seva PS-68 mKate2 po 22 urni inkubaciji na B-gojišču, slikano s fotoaparatom. 
 
Da bi preverili uspešnost konstrukcije sevov in opazovali njihovo rast in rojenje, smo 
nacepili po 2 μl vsake kulture (približno 109 spor) na plošče, ki so vsebovale 15 ml B-gojišča 
– Priloga A navaja točno število celic posameznih kultur. Po nacepitvi na poltrdo gojišče so 
se celice najprej prilagajale na nove razmere – faza prilagajanja. Tukaj fluorescence pod 
fluorescentno lupo še ni bilo moč zaznati. Naslednja faza je faza eksponentne rasti, ki jo je 
bilo moč videti s prostim očesom. Celice so se razmnoževale in rojile po površini agarske 
plošče.  
 
Ob spremljanju rojenja monokulture smo opazili, da vsak sev bakterije B. subtilis tvori 
drugačen vzorec na površini – nekateri vzorci so bolj podobni žarkom, nekateri bolj 
razvejanim koreninam (Slika 4). 
 
Vsi sevi so po 22 urah inkubacije pod ustreznimi pogoji zrasli; rojenje je bilo vidno po celotni 
plošči, torej nismo zaznali vpliva vstavljenega fluorescentnega proteina na rojenje sevov po 
površini plošče z ustreznim gojiščem. Pod fluorescentno lupo smo preverili izražanje 
fluorescentnih proteinov v teh sevih pri dveh različnih filtrih: za mCherry (oz. za protein 
mKate2) in za YFP.  
 
Rezultati kažejo, da se sevi razlikujejo po obliki tvorjenja rojev (Slika 4), npr. pri sevu PS-
18 mKate2 dendriti roječih bakterij po videzu spominjajo na razvejane korenine, medtem ko 
pri PS-209 mKate2 bakterije ustvarjajo roje, podobne enokrakim dendritom.  
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Slika 4: Slike roječih fluorescentno označenih sevov pri 8-kratni povečavi pod fluorescentno lupo s filtrom 
mCherry. A: PS-18 mKate2; B: PS-209 mKate2; C: PS-68 mKate2; D: PS-218 mKate2. Kulture so rasle na 
37 °C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
 
4.2 ZASEDANJE POVRŠINE Z ROJENJEM MEŠANIC 'KIN' SEVOV         
   
Najprej smo pri izbranih kombinacijah sevov preverili nastanek mejne linije oz. zlitje 
aktivno roječih celic na agarni plošči tako, da smo nacepili dva seva na ploščo, vsakega na 
svojo stran. Vse poskuse smo naredili v štirih bioloških in treh tehničnih ponovitvah. 
Ugotovili smo, da se tvori linija med sevi PS-216 YFP in PS-209 mKate2, PS-216 YFP in 
PS-218 mKate2 ter PS-218 YFP in PS-216 mKate2, ki torej predstavljajo 'nonkin' 
kombinacije sevov. Pri kombinacijah 'kin' sevov: PS-216 YFP in PS-18 mKate2 (Slika 5), 
PS-216 YFP in PS-68 mKate2 (Slika 6c), PS-216 YFP in PS-216 mKate2 (Slika 6b) in PS-
218 YFP in PS-218 mKate2 se linija ni tvorila in je prišlo do zlitja.  
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Slika 5: Zlitje dveh kin sevov PS-18 mKate2 in PS-216 YFP na agarni plošči z B-gojiščem. Kulture sta rasli 
na 37 °C 22 ur v škatli z navlaženo brisačko. 
 




Slika 6: Zlitje rojev 'kin' sevov, slikano pod lupo z 8-kratno povečavo. A: seva PS-18 mKate2 in PS-216 
YFP, B: PS-216 mKate2 in PS-216 YFP, C: PS-68 mKate2 in PS-216 YFP – kombinacije sevov se na liniji 
združijo. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki 
prikazuje merilo 5 mm. 
 
Rumeni fluorescentni protein (YFP) je na slikah prikazan zelen zaradi naknadne 
računalniške obarvanosti. Na Sliki 6 vidimo, kako sta se dva 'kin' seva po nacepitvi vsakega 
na svoj konec agarske plošče ob stiku rojev združila, kar pomeni, da se seva prepoznata kot 
sorodna seva (kin). Predpostavili smo, da bosta v mešanici (inokulum dveh kultur) sposobna 
skupnega rojenja. Po 2 μl mešanic dveh sevov smo nacepili na sredino agarske plošče in jih 
po približno 20 - urni inkubaciji fotografirali s pomočjo fluorescentne lupe in programa Las 
4, nato pa s pomočjo programa ImageJ posamezne fotografije združili skupaj. Rezultati so 
pokazali, da so kombinacije, ki niso tvorile linij pri srečanju dveh posameznih roječih sevov, 
sposobne skupnega rojenja po površini agarske plošče. Skupno rojenje je na združenih 
fotografijah prikazano kot oranžna obarvanost (posledica prekrivanja rdeče in zelene barve 
obeh fluorescentnih proteinov) (Slika 7).  
PS-18 mKate2 PS-216 YFP 
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Slika 7: Rojenje mešanice 'kin' sevov. Na sliki A je dokumentirano rojenje seva PS-68 mKate2, na sliki B pa 
PS-216 YFP. Na sliki C je prikazana združitev fotografij A in B. Oranžna obarvanost nakazuje, da sta po isti 
površini rojila seva PS-68 mKate2 in PS-216 YFP. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z 
navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
Oranžna obarvanost torej pomeni, da sta oba seva v mešanici rojila po enakih linijah od 
sredine plošče navzven, kar nakazuje, da se celice 'kin' sevov prepoznajo, povežejo in rojijo 
v mešani skupini ena zraven druge. Primer dveh rojenj `kin` sevov je prikazan na sliki 8. 
 
Preglednica 5: Zasedanje površine pri rojenju mešanic 'kin' sevov. 
 
Mešanica sevov Prisotnost sevov na plošči po rojenju 
PS-216 YFP in PS 18-mKate  
PS-216 YFP in PS-68 mKate2  
PS-216 YFP in PS-216 mKate2  
PS-218 YFP in PS-218 mKate2  
Legenda:  
- oranžna barva pomeni rojenje obeh sevov po celotni površini 
 
 
Slika 8: Roji mešanic enakih sevov, označeni z različnimi fluorescentnimi proteini. Na sliki A je mešanica 
sevov PS-216 mKate2 + PS-216 YFP in na sliki B PS-218 YFP + PS-218 mKate2. Kulture so rasle na 37 °C 
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4.3 TERITORIALNOST PRI ZASEDANJU POVRŠINE Z ROJENJEM MEŠANICE 
'NONKIN' SEVOV  
 
Pri 'nonkin' kombinacijah sevov (Slika 9 in 10) opazimo, da ne pride do zlitja rojev, temveč 
se med sevoma pojavi mejna linija, ki nakazuje, da ob stiku 'nonkin' sevov potekajo 














Slika 9: Rojenje sevov  PS-218 YFP in PS-216 mKate2. Linija je nastala po celotni dolžini plošče na stiku 
med 'nonkin' sevoma. Na desni je prikaz sestavljene slike, pridobljene s pomočjo fluorescentne lupe. Kulture 























Slika 10: Rojenje sevov PS-216 YFP, PS-218 mKate2 in PS-218 YFP - linija nastane med obema sevoma 
PS-218 in PS-216 YFP. Med sevoma PS-218 YFP in PS-218 mKate2 pride do zlitja. Kulture so rasle na 37 
°C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
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Namen poskusa je bilo preveriti, kaj se zgodi med dvema `nonkin` sevoma, če ju zmešamo 
in nacepimo na sredino agarske plošče. Naša domneva je bila, da taka seva nista sposobna 
skupnega rojenja in da bo med njima prihajalo do kompeticije pri zasedanju površine. Vsak 
sev se bo boril za svojo površino in s tem povezano pridobivanje hranil. Zanimalo nas je 
tudi, kateri od uporabljenih sevov bo uspešnejši in bo zmagal v bitki za zasedanje površine. 
 
V poskusu smo izvedli dvanajst ponovitev. Kombinacije dveh sevov, ki so predhodno na 
agarni plošči tvorile mejno linijo med seboj, smo zmešali ter nacepili na sredino plošče 
(število spor obeh sevov je bilo enako). Po inkubaciji smo agarske plošče poslikali s 
fotoaparatom, nato pa rezultate rojenja dokumentirali s pomočjo lupe.  
 
Rezultati rojenja kombinacij sevov PS-216 YFP in PS-209 mKate2, PS-216 YFP in PS-218 
mKate2 ter PS-218 YFP in PS -216 mKate2 so navedeni v Preglednici 6. Pri kombinaciji 
PS-216 in PS-218 smo v 8 poskusih od skupno 12 zaznali premoč seva PS-216. Tako pri 
kombinaciji PS-216 YFP in PS-218 mKate2 kot pri kombinaciji PS-218 YFP in PS -216 
mKate2 smo v enem primeru zaznali segregacijo.  
 
Preglednica 6: Izid 12 poskusov rojenja mešanic 'nonkin' sevov. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na 
petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
Legenda:  
- zelena barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim proteinom 
YFP 
- rdeča barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim proteinom 
mKate2 
- v tem primeru pomeni, da sta površino zasedla tako sev s fluorescentnim proteinom YFP kot sev 
označen s fluorescentnim proteinom mKate2  - segregacije  
 
 
Pri rojenju mešanic sevov, ki so med seboj tvorili linijo (´nonkin` sevi), smo največkrat 
opazili premoč enega seva, kar nakazuje na pojav teritorialnosti pri zasedanju površine. 
Ugotovili smo, da če zmešamo v inokulum spore dveh različnih sevov, ki sta 'nonkin' (npr.  
PS-216 mKate2 in PS-218 YFP), na celotni površini agarske plošče največkrat zaznamo 
samo en sev (Slika 11). Redko je prišlo pri mešanicah do zanimivega pojava, kjer sta na 
površini petrijevke rojila oba seva, ki pa sta bila prostorsko ločena (Slika 12). Ta pojav 
prostorsko ločenega rojenja različnih sevov so že opazili (Štampar, 2016) in ga poimenovali  
segregacija (Slika 13).  
 
 
Mešanica sevov Prisotnost sevov na površini plošče po rojenju  
PS-216 YFP in PS-209 mKate2   
PS-216 YFP in PS-218 mKate2 8/12 poskusov              in 3/12 poskusov             in 1/12 poskusov  
PS-218 YFP in PS-216 mKate2 3/12 poskusov              in 8/12 poskusov             in 1/12 poskusov  
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Sev PS-216 YFP smo v mešanici z 'nonkin' sevom PS-209 mKate2 vedno zaznali kot 
prevladujočega pri zasedanju površine na agarni plošči, kar pa bi lahko bila posledica 
uporabljenega fluorescentnega  proteina. Vendar pa rezultati pri kombinaciji PS-216 in PS-
218 kažejo, da smo ne glede na fluorescentni protein v približno dveh tretjinah primerov 
zaznali sev PS-216. 
 
 
Slika 11: Tekmovanje za površino med `nonkin` sevi. Na sliki  A vidimo, da je sev PS-216 YFP povsem 
izpodrinil sev PS-218 mKate2 – prva fotografija je posneta pod filtrom za protein YFP, druga za protein 
mCherry (kjer nismo zaznali rasti seva PS-218 mKate2), tretja je združena iz prvih dveh s pomočjo programa 
ImageJ. Na sliki B  je sev PS-216 mKate2 povsem izpodrinil sev PS-218 YFP. Kulture so rasle na 37 °C 22 
ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
Slika 12: Primer segregacije med sevoma  PS-216 mKate2 in PS-218 YFP, ki sta bila nacepljena na isto 
točko. Kulturi sta rasli na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
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Slika 13: Prikaz segregacije na agarni plošči –vidne so linije med sevoma PS-216 YFP in PS-218 mKate2. 
Kulturi sta rasli na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
 
V redkih primerih je prišlo pri kombinaciji PS-216 YFP in PS-209 mKate2 do pojava, ko 
smo pod lupo zaznali oba 'nonkin' seva hkrati. Na primer pri eni biološki ponovitvi poskusa 
smo opazili, da sta v središču agarske plošče, kamor smo nacepili obe kulturi, obe uspešno 
začeli rasti (Slika 14). Kasneje je uspelo rojiti samo sevu PS-216 YFP, kar nakazuje na 





Slika 14: Rojenje mešanice 'nonkin' sevov  PS-216 YFP + PS-209 mKate2. Kulturi sta rasli na 37 °C 22 ur 
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4.4 VPLIV RAZMERJA MED SEVI V ZAČETNIH MEŠANICAH NA IZID 
KOMPETICIJE ZA POVRŠINO    
 
Glede na dobljene rezultate pri kombinaciji označenih sevov PS-216 in PS-218, kjer je v 
približno tretjini poskusov prevladal sev PS-218, v preostalih poskusih pa PS-216, nas je v 
nadaljevanju zanimalo, če na rezultat zasedanja površine vpliva razmerje sevov v začetni 
mešanici.  
 
Testi rojenja z mešanicami sevov v različnih razmerjih (1 : 4, 1 : 1 in 4 : 1) so pokazali, da 
sprememba razmerja med sevi v začetnem inokulumu vpliva na izid kompeticije za površino 
agarske plošče. Površino plošče sta pri `kin` kombinacijah zavzela oba seva; vendar je bilo 
tudi na koncu poskusa več tistega seva, ki je bil v začetni mešanici številčnejši (Slika 15).  
 
 
Preglednica 7: Pregled rezultatov zasedanja površine z mešanicami `kin` sevov v različnih razmerjih. Kulture 
so rasle na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
 
Legenda:  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov (eden označen s fluorescentnim proteinom 
YFP, drugi z mKate2), pri čemer sev s fluorescentnim proteinom YFP prevladuje  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov (eden označen s fluorescentnim proteinom 









Mešanica kin sevov Razmerje Prisotnost sevov na površini plošče po rojenju 
PS-216 YFP in PS-18 mKate2 / 
PS-68 mKate  / PS-216 mKate2 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
PS-218 YFP in PS-218 mKate2 
 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
Grabar R. Tekmovanje med sevi bakterije Bacillus subtilis za kolonizacijo površine.  




Slika 15: Rojenje mešanice 'kin' sevov pri različnih razmerjih med sevi. Na sliki A vidimo na prvi fotografiji 
sev PS-216 YFP pod filtrom za protein YFP, na drugi fotografiji PS-18 mKate2 pod filtrom mCherry, na 
tretji pa združeni prvi dve fotografiji. Razmerje sevov je bilo PS-216 YFP : PS-18 mKate2 = 4 : 1. Na sliki B 
vidimo na prvi fotografiji sev PS-218 mKate2, na drugi fotografiji sev PS-218 YFP, na tretji pa združitev 
obeh sevov. Razmerje sevov je bilo PS-218 mKate2 : PS-218 YFP = 4 : 1. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na 
petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
Rezultati nakazujejo, da je začetno število celic v inokulumu pomemben dejavnik, ki vpliva 
na kompeticijo in s tem na uspešnost zasedanja površine.  
 
Pri mešanicah ´kin` sevov je pri vseh mešanicah pri razmerjih 4 : 1 in 1 : 4 prišlo do prevlade 
seva, ki ga je bilo v začetnem inokulumu več. Pri sestavljenih slikah so bili roji nekoliko bolj 
obarvani z barvo, ki je bila značilna tudi za prevladujoči sev.   
 
Pri razmerju 1 : 1 je prišlo do enakomernega prekrivanja rojev rdeče in zelene barve, zato je 
prišlo pri sestavljenih slikah do oranžne obarvanosti. 
 
Pri ´nonkin` mešanicah sevov PS-216 YFP + PS-209 mKate2 smo pri vseh razmerjih 
ponovno zaznali samo sev PS-216 YFP. To nakazuje na izredno učinkovito sposobnost 
zasedanja površine ali antagonizma tega seva. Pri kombinacijah sevov PS-216 in PS-218 je 
pri razmerjih 4 : 1 in 1 : 4 popolnoma prevladal sev, ki ga je bilo v začetnem inokulumu več 
(slika 16). Pri razmerju 1 : 1 je v dveh tretjinah primerov prevladal sev PS-216, v eni tretjini 
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Preglednica 8: Pregled rezultatov zasedanja površine z mešanicami `nonkin` sevov v različnih razmerjih. 
Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
 
Legenda:  
- zelena barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim 
proteinom YFP 
- rdeča barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim 
proteinom mKate2 
- v tem primeru pomeni, da je celotno površino zasedel ali sev označen s fluorescentnim 





Mešanica nonkin sevov Razmerje Prisotnost sevov na površini plošče po 
rojenju 
PS-216 YFP in PS-209 mKate2 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
PS-216 YFP in PS-218 mKate2  
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
PS-218 YFP in PS-216 mKate2 
4 : 1  
1 : 1   
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Slika 16: Rojenje mešanic 'nonkin' sevov pri različnih začetnih razmerjih. Na slikah A (4:1), B (1:1) in C 
(1:4) vidimo na prvi fotografiji sev PS-216 YFP pod filtrom za protein YFP, na drugi fotografiji PS-218 
mKate2 pod filtrom mCherry, na tretji pa združeni prvi dve fotografiji. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na 
petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
 
4.5 VPLIV REDČENJA ZAČETNE MEŠANICE SEVOV NA POJAV SEGREGACIJE 
 
V nadaljevanju magistrske naloge nas je zanimalo, kako vpliva število celic oziroma gostota 
celic v začetnem inokulumu na prostorsko razporeditev pri rojenju mešanic sevov. 
Predpostavili smo, da pri redčenih `kin` kombinacijah ne bo bistvenih razlik v primerjavi z 
neredčenimi; pri ̀ nonkin` kombinacijah pa bodo imele pri večjih redčitvah posamezne celice 
več prostora za podvojevanje in rojenje po površini, zato bomo bolj pogosto zaznali 
segregacijo. 
 
Rezultati rojenja neredčenih in  do 1000-krat redčenih mešanic `kin` kombinacij kultur (10-
1, 10-2, 10-3) so vidni v preglednici 9. 
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 Preglednica 9: Mešanice 'kin' sevov pri rojenju v različnih razmerjih in pri različnih redčitvah. Kulture so rasle 
na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami. 
Legenda:  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov (eden označen s fluorescentnim proteinom 
YFP, drugi z mKate2), pri čemer sev s fluorescentnim proteinom YFP prevladuje  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov (eden označen s fluorescentnim proteinom 
YFP, drugi z mKate2), pri čemer sev s fluorescentnim proteinom mKate2 prevladuje 
 
Za razliko od `kin` kombinacij so rezultati pri `nonkin` kombinacijah drugačni. Če smo 
nacepili redčeno mešanico nesorodnih sevov, smo v več kot 50 % ponovitev opazili 
prostorsko ločeno rojenje obeh sevov po plošči – segregacijo, ki je na plošči vidna kot 
zvezdasti kraki (Slika 17). Rezultati so pokazali, da pri redčenju inokuluma za 100-krat in 
1000-krat večkrat pride do segregacije kot če inokuluma ne redčimo. Pri neredčenem 
inokulumu največkrat zaznamo samo en 'nonkin' sev (segregacija se je pojavila pri samo 
enem od skupno 12 poskusov). 
 
     
 
Slika 17: Prikaz primerov segregacije pri rojenju redčenih mešanic 'nonkin' sevov, označenih z različnimi 
fluorescentnimi proteini. Na levi sliki je mešanica sevov PS-216 mKate2 + PS-218 YFP in na desni PS-216 
YFP + PS-218 mKate2. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi 
brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
Mešanica sevov Razmerje Redčenje Prisotnost sevov na 
površini plošče po rojenju 
PS-216 YFP in PS-216 mKate2 
4 : 1 
Neredčeno, 10-1, 10-2, 
10-3 
 
1 : 1  
1 : 4  
    
PS-218 YFP in PS-218 mKate2 
4 : 1 
Neredčeno, 10-1, 10-2, 
10-3 
 
1 : 1  
1 : 4  
A B 
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Preglednica 10: Rezultat rojenja mešanic 'nonkin' sevov v različnih razmerjih in pri različnih redčenjih. Kulture 
so rasle na 37 °C 22 ur na petrijevkah z B-gojiščem, v škatlah z navlaženimi brisačkami.  
 
Legenda:  
- zelena barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s 
fluorescentnim proteinom YFP 
- rdeča barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s 
fluorescentnim proteinom mKate2 
- v tem primeru pomeni, da je celotno površino zasedel ali sev označen s 
fluorescentnim proteinom YFP ali sev označen s fluorescentnim proteinom 
mKate2 
- v tem primeru pomeni, da je celotno površino zasedel ali sev označen s 
fluorescentnim proteinom YFP ali sev označen s fluorescentnim proteinom 
mKate2 ali pa da je prišlo do segregacije  
 
 
Glede na vizualizacijo sevov pod lupo dva 'nonkin' seva nikoli nista bila prisotna na povsem 
isti lokaciji (Sliki 17). 
 
Rezultati vseh poskusov zasedanja površine z rojenjem neredčenih in redčenih mešanic 






Mešanica sevov Razmerje Redčenje Prisotnost sevov na 
površini plošče po rojenju 
PS-216 YFP in PS-218 mKate2 
4 : 1 
Neredčeno, 10-1 
 
1 : 1  
1 : 4  
PS-216 YFP in PS-218 mKate2 
4 : 1 
10-2, 10-3 
 
1 : 1  
1 : 4  
    
PS-218 YFP in PS-216 mKate2 
4 : 1 
Neredčeno, 10-1 
 
1 : 1  
1 : 4  
PS-218 YFP in PS-216 mKate2 
4 : 1 
10-2, 10-3 
 
1 : 1  
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4.6 B. subtilis IN VPLIV MUTACIJE V GENU comQ NA ROJENJE IN 
MEDSEBOJNO PREPOZNAVANJE 
 
Najprej smo pripravili fluorescentno označena seva z mutacijo v genu comQ in preverili, če 
seva rojita po agarni plošči in svetita pod lupo z ustreznimi fluorescentnimi filtri. Označeni 
mutanti v genu comQ smo pripravili s pomočjo laboratorijskega seva, iz katerega smo 
izolirali DNA z okvarjenim genom comQ in le to s pomočjo transformacije  vstavili v 
fluorescentno označen sev PS-216 (YFP ali mKate2). 
 
Opazili smo, da je morfologija rojev drugačna kot pri nemutiranih označenih sevih (Slika 
18). Seva PS-216 mKate2 comQ in PS-216 YFP comQ imata debelejše dendrite od 
nemutiranega označenega seva.  
 
  
Slika 18: Primerjava roječih fluorescentno označenih sevov pri 8-kratni povečavi pod fluorescentno lupo s 
filtrom mCherry ali YFP. A: PS-216 mKate2; B: PS-216 YFP; C: PS-216 mKate2 comQ; B: PS-216 YFP 
comQ. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki 
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Rezultati vseh opravljenih poskusov rojenja mešanice sevov PS-216 in PS-216 comQ kažejo, 
da sta seva kompatibilna in sposobna skupnega rojenja po agarni plošči. Pri kombinacijah 
fluorescentno označenih sevov PS-216 comQ in PS-218 smo vedno zaznali prevlado seva z 
mutacijo, tudi pri različnih razmerjih med sevi v začetni mešanici (Preglednica 11). 
 
Preglednica 11: Rezultati rojenja mešanic sevov z mutanto PS-216 comQ v različnih razmerjih. Kulture so 




- zelena barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim proteinom 
YFP 
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov (eden označen s fluorescentnim proteinom 
YFP, drugi z mKate2), pri čemer sev s fluorescentnim proteinom YFP prevladuje  
- barva pomeni zasedanje celotne površine obeh sevov  
- rdeča barva pomeni zasedanje celotne površine seva, ki je označen s fluorescentnim proteinom 
mKate2 
 
Kljub temu, da sta pri kombinacijah sevov PS-216 comQ in PS-216 rojila oba seva po celotni 
plošči, pa smo pri združevanju slik zaznali, da je bila inteziteta fluorescence seva z 
okvarjenim comQ večja. Predvidevamo, da je to posledica hitrejše rasti seva, ki ima mutacijo 




Mešanica sevov Redčenje Prisotnost sevov na površini 
plošče po rojenju 
PS-216 YFP comQ in PS-216 mKate2 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
PS-216 YFP in PS-216 mKate2 comQ 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
   
PS-216 YFP comQ in PS-218 mKate2 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
PS-218 YFP in PS-216 mKate2 comQ 
4 : 1  
1 : 1  
1 : 4  
Grabar R. Tekmovanje med sevi bakterije Bacillus subtilis za kolonizacijo površine.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
36 
      
 
Slika 19: Združitev rojev sevov PS-216 mKate2 comQ in PS-216 YFP comQ (A), linija med rojema PS-216 
mKate2 comQ in PS-216 YFP (B) ter linija med PS-216 mKate2 ComQ in PS-218 YFP (C). Kulture so rasle 
na 37 °C 22 ur na B-gojišču, v škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
 
    
 
Slika 20: Sestavljena fotografija rojenja mešanice sevov PS-216 mKate2 comQ + PS-216 YFP = 1 : 1 (A) in 
sevov PS-216 YFP comQ + PS-216 mKate2  = 1 : 1 (B). Kulture so rasle na 37 °C 22 ur na B-gojišču, v 
škatlah z navlaženimi brisačkami. Oznaka na sliki prikazuje merilo 5 mm. 
 
 
Pri frontalnem srečanju sevov PS-216 mKate2 ComQ in PS-216 YFP  (Slika 19a) smo sicer 
zaznali rahlo linijo, vendar sta bila seva sposobna skupnega rojenja po agarni plošči (Slika 
20a) - celice se med seboj prepoznajo, se povežejo in rojijo v skupini ena zraven druge. 
 
V nadaljevanju nas je zanimalo, če je kakšna razlika v prepoznavanju mutante, če je ta 
pripravljena na dva različna načina: z vstavljeno kaseto za odpornost proti kanamicinu oz. 
le okvarjen gen, iz katerega se marker naknadno izreže – mutiran sev se posledično imenuje 
'markerless' mutanta comQ. 
B A 
A B C 
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Preglednica 12: Prepoznavanje rojev pri srečanju različnih sevov na agarnih ploščah – nacepljali smo po štiri 
kolonije na ploščo (dvakrat po dva različna seva), kot je prikazano na Sliki 21. Kulture so rasle na 37 °C 22 ur 




SEV 1 SEV 2 
PS-216 w.t. PS-216 comQ Kan Združitev 
PS-216 w.t. PS-216 comQ markerless Združitev 
PS-216 comQ Kan PS-216 comQ markerless Združitev 
PS-218 w.t. PS-216 comQ markerless Linija 
PS-218 w.t. PS-216 comQ Kan Linija 
 
 
Slika 21: Prikaz rezultatov rojenja na B-gojišču: A: zgoraj 2x PS-216 markerless, spodaj 2x PS-216 w.t.; B: 
zgoraj 2x PS-216 comQ Kan, spodaj 2x PS-218 w.t.; C: zgoraj 2x PS-216 comQ Kan, spodaj 2x PS-216 w.t.; 
D: zgoraj 2x PS-216 markerless, spodaj 2x PS-218 w.t. 
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Iz rezultatov lahko zaključimo, da so se PS-216 w.t., PS-216 comQ markerless in PS-216 
comQ Kan kljub razlikam v genu comQ prepoznali med seboj kot sorodni ter med njimi ni 
prišlo do izključevanja. V mešanici  mutante PS-216 comQ in seva PS-218 smo ne glede na 
razmerje vedno zaznali samo sev PS-216 comQ (Preglednica 12). To nakazuje, da je sev PS-
216 comQ v primerjavi z nativnim sevom PS-216 bolj kompetitiven oz. uspešen v boju z 
`nonkin` sevom PS-218 pri zasedanju površine. 
Grabar R. Tekmovanje med sevi bakterije Bacillus subtilis za kolonizacijo površine.  





Mikrobi so presenetljivo socialni in imajo nešteto načinov, kako vplivati na svoje sosede – 
v dobrem (kooperacija) ali slabem smislu (izkoriščanje, kompeticija). Kompeticija med 
različnimi bakterijskimi vrstami in sevi je ekološka sila, ki vodi evolucijo v mikrobnem 
svetu. V zadnjih letih se vedno bolj poudarja, da pri kooperaciji poleg bakterijske  
populacijske dinamike igrajo pomembno vlogo tudi zunanji ekološki faktorji (Brockhurst in 
sod., 2007, 2010). 
 
Ključnega pomena pri socialnosti bakterij je zaznavanje celične gostote ali quorum sensing 
(Kunst in sod., 1997). Mikroorganizmi ponujajo številne prednosti za študije socialnega 
razvoja v primerjavi z živalmi. Tisti, ki jih enostavno gojimo v laboratoriju, omogočajo 
preproste eksperimentalne manipulacije, ki so pri živalih nemogoče. Njihova kratka 
življenjska doba omogoča multigeneracijske evolucijske poskuse. Na voljo so genetska 
orodja za različne mikroorganizme, s katerimi razmeroma enostavno manipuliramo gene, ki 
so vključeni v socialnost (Earl in sod., 2008). 
 
Prepoznavanje sorodnikov ni omejeno le na bakterijski svet; raziskave in uvedba termina 
'kin' prepoznavnost so se pravzaprav začeli pri živalih (Wall, 2016). V nasprotju z mikrobi, 
kjer `kin` interakcije potekajo na podlagi genetskih determinant in molekulskih interakcij, 
živali s pomočjo svojih petih čutil, spomina, razumevanja možganov in okolijskih dražljajev 
prepoznajo druge osebke kot njim sorodne (Wall, 2016). Ker so ravno možgani tisti, ki 
prepoznajo medsebojno sorodnost pri živalih, so take študije večinoma omejene le na 
indirektno opazovanje sprememb pri vedenju. Mikrobi nam v tem primeru omogočajo 
prednost, ker jih lahko preučujemo direktno na molekularni ravni. 
 
Tekom poskusov smo morali paziti na ustrezne pogoje, v katerih bakterija lahko raste, se 
deli in roji. Običkanost in izločanje surfaktanta surfaktina bakteriji omogočata rojenje na 
gojišču z 0,7 % agarjem. Pri izvajanju poskusov smo hitro ugotovili, da je pomemben 
dejavnik pri rojenju vlažnost gojišča in s tem povezana vlažnost v zraku. Tako je bilo 
najugodneje, če smo bakterije gojili v petrijevkah s premerom 70 mm v zaprtih posodah, 
kamor smo na dno dali navlaženo papirnato brisačko in inkubirali pri 37 °C. V primeru 
pojava povečane vlažnosti v posodah so bile plošče razlite in posledično ni prišlo do rojenja. 
Do rojenja ni prišlo tudi v nasprotnem primeru - če je bila vlažnost v posodah prenizka, so 
bakterije zrasle samo na območju nacepitve in se s svojimi bički niso premikale proti robu 
plošče.  
 
V magistrski nalogi smo prikazali reprezentativne rezultate, za vsak poskus pa smo imeli 
vsaj tri biološke z vsaj štirimi tehničnimi ponovitvami. Da bi lahko sledili rojenju različnih 
sevov, smo pripravili seve, ki so označeni z enim od fluorescentnih proteinov: rdeč 
fluorescentni protein (mKate2) ali rumen fluorescentni protein (YFP). Ker so geni za ta 
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fluorescentna proteina izražajo pod konstitutivnim promotorjem (Phyperclo3, Phyperspank), 
predpostavljamo, da se izražajo v celotni populaciji. Iz fluorescentno označenih sevov (PS-
18 mKate2, Ps-68 mKate2, PS-209 mKate2, PS-216 YFP, PS-216 mKate2, PS-218 YFP, 
PS-218 mKate2) smo pripravili spore, kar nam je omogočalo boljšo primerljivost poskusov, 
ker lahko vedno začnemo s celicami v enaki fazi rasti (celice posameznih sevov so iz iste 
kulture ter tudi njihova koncentracija je vedno enaka).  
 
Tako smo lažje in natančneje pripravili mešanice spor različnih sevov in s tem povečali 
ponovljivost poskusov. Na gojišče smo pri vseh poskusih nacepili po 2 µl kulture (približno 
109 spor) – Priloga A navaja točno število celic posameznih kultur. S pomočjo fluorescentne 
lupe je možno slediti rojenju označenih bakterij. Moč fluorescence je pri vseh sevih, 
uporabljenih v magistrski nalogi, s časom rasti naraščala.  
 
V nadaljevanju smo na isto agarsko ploščo nacepljali dve ali več kultur – vsako na svojo 
stran plošče in nato spremljali rojenje celic. Pri različnih kombinacijah smo dobili različne 
rezultate. Pri nekaterih kombinacijah kultur sta se roječa seva na svoji poti združila, kar je 
nakazalo, da sta seva 'kin'; pri drugih pa ob srečanju ni prišlo do zlitja rojev temveč do 
tvorjenja linije med njima (Slika 10).  
 
Take linije so opazili že pri preučevanju teritorialnosti bakterije Proteus mirabilis. Zanimivo 
je, da ima ta bakterija visok prag diskriminacije – v eni od raziskav so raziskovalci 204 
izolatov razvrstili v kar 98 različnih združljivih skupin (Senior, 1977). Diskriminacija je 
deloma povezana s proizvodnjo bakteriocinov. Tako so izolati, ki so občutljivi na določen 
bakteriocin, uničeni, in to posledično prispeva k tvorbi linije (Wall, 2016). Niso pa vse linije 
posledica tvorbe bakteriocinov; linija lahko nastane tudi pri prepoznavnosti celica-celica. 
Raziskovalci so odkrili, da gre v tem primeru za tri genske skupine ('clusters'), ki sodelujejo 
pri samoprepoznavnosti bakterije P. mirabilis – to so tss, idr in ids (Wenren in sod., 2013).  
 
V magistrski nalogi smo poleg monokultur nacepljali tudi mešano kulturo in spremljali, ali 
bo med dvema enakima ali različnima sevoma med rojenjem prišlo do boja za kolonizacijo 
površine in s tem povečano teritorialnost oz. ali bosta seva tvorila skupni roj. Pri tem smo 
predvidevali, da bo v roju različnih sevov prevladal tisti, ki je uspešnejši pri zasedanju 
površine.  
 
Rezultati so pokazali, da sta pri mešanicah enakih sevov z različnima fluorescentnima 
proteinoma vedno celotno površino zasedla oba seva. Rezultatov fluorescence nismo 
kvantitativno ovrednotili, je pa vidno, da se je začetno stanje obeh sevov v mešanici 
inokuluma ohranilo tudi po zasedanju površine, na kar je nakazoval odtenek oranžne 
obarvanosti dveh združenih fotografij (posneti fotografiji agarne površine pod različnima 
filtroma smo združili s pomočjo programa ImageJ), posnetih pod fluorescentno lupo. Pri 
mešanicah različnih sevov smo po končani inkubaciji zaznali rojenje samo enega seva po 
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celotni agarni plošči, kaj kaže, da seva nista sorodna in je prišlo do kompeticije pri zasedanju 
površine. Štefanič in sod. (2015) so preučevali medsebojne interakcije roječih se bakterij B. 
subtilis, kjer so testirali seve pri zasedanju površine rastlinskih korenin. V svojem spoznanju 
navajajo, da se pri enakih sevih pojavi vzorec sobivanja dveh istih sevov, pri različnih sevih 
pa so opazili večinsko zasedenost enega samega seva. 
 
Najbolj zanimiv pojav, ki smo ga tekom poskusov lahko zaznali že s prostim očesom, pa je 
bila segregacija (Slika 22). Pri tem procesu ne pride do prevlade enega seva v 'nonkin' 
mešanici, ampak uspeta rojiti oba seva po površini agarne plošče, ki pa sta prostorsko ločena. 
Pojav segregacije sevov so opazili tudi Gestel in sod. (2014) pri proučevanju biofilma 
bakterije B. subtilis. 
 
 
Slika 22: Segregacija med sevoma PS-216 YFP in PS-218 mKate2 pod lupo z različnimi filtri. 
 
V nadaljevanju naših raziskav smo zmešali dva različna seva v razmerjih 4 : 1, 1 : 1 in 1 : 4 
in ju nanesli na sredino agarne plošče. Na ploščah, kjer sta bila nanešena dva enaka a z 
različnim fluorescentnim proteinom označena seva, smo zaznali rast obeh sevov. Iz slik, 
pridobljenih z fluorescentno lupo, je razvidno, da sta sorodna seva tvorila skupen roj. V 
nasprotju smo pri opazovanju dveh različnih, nesorodnih sevov (PS-216 in PS-218) na 
površini plošče vedno zaznali samo sev, ki je bil v nanešeni kapljici številčno v prevladi. 
Ker je bil v poskusih najpomembnejši dejavnik, ki je vplival na uspešnost zasedanja 
površine, začetno razmerje v inokulumu, rezultati nakazujejo, da sta seva PS-216 in PS-218 
dokaj enakovredna glede hitrosti rasti in hitrosti kolonizacije. Poskus je bil izveden 
specifično samo na kombinaciji teh dveh sevov, zato te ugotovitve ne moremo posplošiti na 
vse kombinacije različnih sevov bakterije B. subtilis. Predvidevamo pa, da se interakcije 
prepoznavanja med sevi začnejo že takoj po nanosu kapljice na agarsko ploščo. V primeru, 
da se celice prepoznajo med seboj kot sorodne, se povežejo in rojijo v skupini ena zraven 
druge. Takšno formacijo premikanja so raziskovalci poimenovali rafti (Kearns in Losick, 
2003). V raftih je gibanje dinamično - celice, zajete v raftih, se premikajo skupaj s skupino. 
Če se celica izgubi iz rafta, postane hitro negibljiva (Kearns, 2010). V primeru, da se celice 
prepoznajo kot manj sorodne oziroma da niso 'kin' med seboj, se ne morejo povezati v 
skupine in premikati skupaj po agarni plošči.  
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Kot smo navedli, predvidevamo, da se `kin` diskriminacija začne že v kapljici inokuluma, 
in če en sev ne doseže roba kapljice, potem zmagovalni sev zavzame celotno površino 
plošče. V primeru, da se obema sevoma uspe prebiti do roba inokulirane kapljice in sta 
dovolj številčna, lahko vsak zavzame svoj del površine in tako dobimo formacijo, 
imenovano segregacija. Gestel in sod. (2014) so segregacijo opisali v članku na temo 
biofilma bakterije B. subtilis, kjer so navedli, da se je začetni vzorec gibljivih se celic ohranil 
kasneje tekom premikanja vodilnih celic po površini. 
 
Segregacijo je bilo v naših poskusih možno opaziti že s prostim očesom, potrdili pa smo jo 
pod fluorescentno lupo. Na mestu inokulirane kapljice sta bila prisotna oba, a prostorsko 
ločena `nonkin` seva. Prav tako sta bila prostorsko ločena pri razraščanju po površini plošče. 
Označba z različnimi fluorescentnimi proteini nam je omogočala zaznati mejno linijo med 
sevoma, vendar pa ta ni bila tako izrazita kot je bila med frontalnimi srečanji rojev 
monokultur. Sevi so se v obeh poskusih premikali aktivno, vendar so se pri rojenju 
monokultur sevi srečali frontalno eden proti drugemu, pri segregaciji pa si je vsak sev izboril 
svojo površino že takoj po nacepljanju in tako rojil vsak proti robu plošče. 
 
Na podlagi magistrske naloge smo potrdili določene relacije različnih sevov – seva PS- 18 
in PS-68 sta 'kin' s sevom PS-216, medtem ko sta seva PS-209 in PS-218 'nonkin' (Slika 23). 
 
Slika 23: Shematski prikaz različnih interakcij med sevi, zajetimi v magistrski nalogi, na podlagi rojenja. 
Oblika okvirov sevov predstavlja različne ferotipe, ki so bili predstavljeni v članku Štefanič in sod., 2012. 
 
Posledica redčenja začetnega inokuluma mešanic različnih sevov je povečana pojavnost 
segregacije pri `nonkin` sevih. Ta se je pri ponovitvah poskusov pri mešanicah PS-216 in 
PS-218 pri redčitvah 10-2 in 10-3 pojavila pogosteje kot pri neredčenih inokulumih. To 
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pomeni, da je večja verjetnost pri bolj gostemu številu celic, da bo prevladal en sam sev in 
tako izrinil drugega. Pri manjši gostoti mešanice celic `nonkin` sevov predvidevamo, da 
imajo celice več prostora za zasedanje površine in posledično za rojenje proti robu agarske 
plošče. Leta 2014 so Gestel in sod. objavili članek, kjer so eksperimentalno in z 
matematičnim modeliranjem pokazali, da med rastjo biofilma bakterije B. subtilis gostota 
celic vpliva na tvorbo različnih vzorcev. Pri nižji celični gostoti so zaznali močno prostorsko 
lokalizacijo med različnimi sevi; v primeru visoke celične gostote pri nacepljanju prostorske 
segregacije kasneje niso zaznali.  
 
Pri poskusih s sevi, ki imajo mutacijo v genu comQ,  lahko zaključimo, da so se različni 
mutirani sevi PS-216 kljub mutacijam prepoznali kot sorodni ter med njimi ni prišlo do 
izključevanja. Kot je bilo v skladu z našimi pričakovanji, so mutante seva PS-216 pokazale 
'nonkin' relacijo s sevom PS-218 w.t.  
 
Zanimivo pa je, da hipoteza, ki smo jo navedli v tem magistrskem delu, da bo okvara v genu 
comQ zmanjšala uspešnost pri tekmovanju za kolonizacijo površine, ne drži. Predvidevali 
smo, da če bomo zmešali sev z okvaro v genu comQ z 'nonkin' divjim tipom, da bo imel 
prednost tisti, ki ima delujoč gen comQ. Rezultati v magistrskem delu so pokazali ravno 
nasprotno - sev z okvarjenim genom comQ je bil bolj kompetitiven in tako uspešnejši pri 
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Na podlagi rezultatov magistrskega dela lahko zaključimo: 
 
o Pri zasedanju površine mešanica `kin` sevov tvori skupne roje, medtem ko se pri 
´nonkin` mešanici sevi medsebojno izključujejo, največkrat površino zasede le eden 
od obeh sevov. 
 
o Razmerje med sevoma v začetni mešanici je pri `nonkin` kombinaciji sevov B. 
subtilis PS-216 in B. subtilis PS-218 vplivalo na to, kateri sev bo zavzel površino, 
medtem ko je pri `nonkin` kombinaciji sevov B. subtilis PS-216 + PS-209 vedno 
prevladal sev PS-216. 
 
o Segregacijo oz. prostorsko ločeno rojenje dveh `nonkin` sevov PS-216 in PS218 po 
agarni plošči smo zaznali največkrat pri razmerju med sevoma 1:1, pojavnost 
segregacije pa se je povečala, če smo začetni inokulum mešanice celic redčili. 
 
o Seva PS-216 in PS-216 comQ z okvarjenim genom za sintezo feromona sta v 
mešanici skupaj rojila in zasedla površino plošče, kar nakazuje, da mutacija v genu 
comQ pri PS-216 ne vpliva na zmožnost tvorbe skupnega roja oz. prepoznavanja med 
sevi.  
 
o Prevlada mutante PS-216 comQ nad `nonkin` sevom PS-218 ne glede na razmerje 
med njima v začetni mešanici kaže na večjo kompetitivnost oz. učinkovitost 
mutiranega seva v primerjavi z njegovim divjim tipom pri zasedanju površine v 
kompeticiji z `nonkin` sevom. 
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Bacillus subtilis je nepatogena bakterijska vrsta, ki je prisotna tako rekoč povsod. Lahko 
tvori spore, ki bakteriji omogočajo preživetje neugodnih pogojev, nekateri sevi pa so 
sposobni tudi koordiniranega premikanja po površini poltrdega agarskega gojišča – rojenja. 
Rojenje omogoča razlikovanje med bolj sorodnimi `kin` sevi in manj sorodnimi `nonkin` 
predstavniki vrste, kar so raziskovalci poimenovali sorodstveno razlikovanje. Bakterija v 
splošnem zaznava celično gostoto s posebnimi komunikacijskimi sistemi, ki temeljijo na 
izločanju signalnih molekul v okolje in njihovem zaznavanju (Miller in Bassler, 2001).  
 
V magistrski nalogi smo preverjali rojenje različnih sevov bakterije B. subtilis in s tem 
povezano uspešnost za zasedanje površine med ´kin` in ´nonkin` sevi na poltrdnem gojišču 
B. Poleg tega smo mešanice različnih kultur v začetnem inokulumu zmešali v razmerjih 4 : 
1, 1 : 1 in 1 : 4 ter ugotavljali, kako delež posameznega seva v začetnem inokulumu korelira 
s končnim rezultatom zasedanja površine. Hkrati nas je zanimalo tudi, kaj se zgodi, če 
začetni inokulum redčimo – ali pride do drugačnih končnih rezultatov rojenja ´kin` in 
´nonkin` sevov ali so enaki kot pri neredčenih mešanicah. Zanimal nas je tudi vpliv mutacije 
v genu comQ na uspešnost pri tekmovanju za kolonizacijo površine.  
 
Preverili smo, da so vsi sevi, ki smo jih uporabili v magistrski nalogi, rojili na poltrdnem 
gojišču in smo jih lahko zaznali pod lupo z ustreznimi fluorescentnimi filtri. Ugotovili smo, 
da vsak sev tvori drugačno formacijo rojev. Ob nacepitvi več različnih kultur na eno 
petrijevko pride med nesorodnim oziroma ´nonkin` sevi do pojava prosojne mejne linije.  
 
Roji istih sevov in ´kin` sevov se vedno zlijejo. Pojav imenujemo sorodstvena 
diskriminacija, saj se sevi drugače vedejo do sorodnih, kot do manj sorodnih. Če smo zmešali 
dva ´kin` seva in inokulum nanesli na sredino agarske plošče, sta le-ta skupaj zasedla 
površino ter tvorila skupni roj; če pa smo zmešali dva različna seva, ki sta ´nonkin`, je prišlo 
do prostorskega izključevanja med sevi. V tej magistrski nalogi je bilo zasedanje površine 
odvisno predvsem od začetnega števila celic v inokulumu. Pri mešanju dveh nesorodnih 
oziroma `nonkin` sevov smo opazili pojav prostorskega ločevanja sevov oz. segregacije. 
Rezultati kažejo na to, da pri prostorski segregaciji med različnimi sevi na stiku ni mogoče 
zaslediti tako močne linije kot pri frontalnem stiku dveh rojev različnih monokultur. 
 
V nadaljnjih poskusih smo opazili tudi, da pri redčenju začetnega inokuluma dveh ´nonkin` 
sevov večkrat pride do pojava segregacije kot pri neredčenem inokulumu.  
 
Mutacija v genu comQ (eden od polimorfnih genov v sistemu za kompetenco) pri sevu PS-
216 ne vpliva na sorodstveno prepoznavanje med sevi z omenjeno mutacijo in sevi brez 
mutacije. 
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V nadaljnjih raziskavah bi bilo zanimivo raziskati še druge faktorje, ki vplivajo na rojenje in 
pojav segregacije na poltrdnem agarskem gojišču.  
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PRILOGA A: Koncentracija spor v inokulumu, ki smo ga uporabili za nacepljanje 
monokultur in mešanic na agarsko površino. 
 
Sev CFU/ml SD 
PS-216 YFP 1,6 x 109 0,7 x 109 
PS-216 mKate2 2,1 x 109 0,5 x 109 
PS-218 YFP 1,2 x 109 0,1 x 109 
PS-218 mKate2 1,6 x 109 0,5 x 109 
PS-18 YFP 4,8 x 109 1,6 x 109 
PS-18 mKate2 4,3 x 109 1,7 x 109 
PS-68 YFP 2,0 x 109 0,6 x 109 
PS-68 mKate2 1,6 x 109 0,7 x 109 
PS-209 YFP 1,5 x 109 0,4  x 109 




PS-216 YFP comQ 4,2 x 109 1,7 x 109 
PS-216 mKate2 comQ 3,0 x 109 0,6 x 109 
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Priloga B2: PS-218 mKate2 (zgoraj) : PS-216 YFP (spodaj) - linija po celotni dolžini plošče. 
 
